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(S) Verfahren und Vorrichtung zur Herstellung von Peptiden, Peptoiden und Oligonukleotiden und deren 
Verwendung 

@ Verfahren zur Herstellung von Peptiden, Peptoiden und 
Oligonukleotiden durch vollautomatische, simultane und 
multiple Festphasensynthese, dadurch gekennzeichnet, 
dali man 

die individuellen Trager-Reagenzien-Mischungen oder 
Trager-Wasch-Mischungen in alien ReaktionsgefaBen 
durch einen in der Schwebe gehaltenen Magnetruhrer 
ruhrt 

die Verteilung der Reagenzien oder Waschflussigkeiten 
mittels eines Pipettier-Roboters durchfiihrt und 
gegebenenfalls die Reaktionsgefa&e temperiert und/oder 
vibrieren lalit. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung von Peptiden, Peptoiden und Oligonukleoti- 
den und deren Verwendung durch vollautomatische, simul- 5 
tane und multiple Festphasensynthese und eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung des Verfahiens und deren Verwendung 
gemaB den Paten tanspriichen. Anwendungsgebiete der Er- 
findung sind die chemische und die pharmazeutische Indu- 
strie und die Laborgerateherstellung. 10 
[0002] Der Stand der Technik soli nachfolgend an Hand 
der simultanen, muitiplen Festphasen-Peptidsynthese darge- 
stellt werden. 

[0003] Zur vollautomatischen Festphasenpeptidsynthese 
werden seit ca. 30 Jahren das von Merrifield entwickelte ts 
Verfahren (z. B. R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85 
(1963) 2149; G. Barany, R. B. Merrifield in The Peptides, 
Analysis. Synthetics, Biology, Vol. 2, 1-284 (1980), Hrsg. 
Gross, Meierhofer Academy Press, New York) und weiter 
entwickelte Ausfuhrungen (z. B. DE 36 31 662, 20 
DE 38 28 576, DE 40 05 518, DE 40 06 349) angewendet. 
Dabei wird zur Durchmischung der Reagenzien und zur Be- 
schleunigung der Austauschreaktion zwischen fester Phase/ 
lYager z. B. Harz und Reagenzienmischung ublicherweise 
das ReaktionsgefaS geschiittelt oder die Reagenzienmi- 2S 
schung umgepumpt. Fur alle Durchmischungsprozesse muB 
hierbei in der Regel die ungenugende mechanische Stabilitat 
der Harze beriicksichtigt werden. "Deshalb fanden hierfiir 
Magnetruhrer kaum Anwendung. Auch die bereits bekann- 
ten schwimmenden Ruhrer, die entweder freischwimmend 30 
sind (US 44 98 785), von oben gefiihrt werden 
(US 47 59 635) oder durch einen Fiihrungsstab mil dem 
Deckel verbunden sind (US 44 65 377) diirften kaum von 
Vorteil bzw. fur die Aufgabenstellung ungeeignet sein". 
Beim Ubetgang zur simultanen, muitiplen Festphasen-Syn- 35 
these treten in diesem Zusammenhang Probleme auf, die 
bisher nur ungenugend gelost worden sind. 
[0004] Die bisher auf dem Markt erhaltlichen Gerate der 
Firma Zinsser Analytik bzw. Abimed zur simultanen, muiti- 
plen Peptidsynthese beschreiten hierbei verschiedene Wege, 40 
um diese Probleme zu uberwinden (DE 40 06 349 Al, 
D£ 38 28 578 Al). Zum einen wird, nachdem sich das Harz 
abgesetzt hat, aus dem Uberstand der Reagenzienmischung 
iiber dem Haiz ein bestimmtes Volumen uber eine Kaniile 
abgesaugt und gleich darauf zuruckgespritzt. Dies erfordert 4S 
ein zusatzliches Volumen zur Bildung des Uberschusses und 
damit verbunden einen imnotig grossen Reagenzieniiber- 
schuB. Eine ausreichende Durchmischung wird nur bei sehr 
geringen Harzmengen erreicht. Schon mit 20 mg Harz kann 
es hierbei zu Problemen bei der Durchmischung der Rea- 50 
genzien kommen, und mit noch groBeren Harzmengen sinkt 
die Effizienz dieser Durchmischungsmethode sehr schnell 
ab. Auf dem anderen Wege wird versucht, Ldsungsmittel 
unterschiedlicher Dichte derart zu mischen, daB das Harz in 
der Mischung frei schwimmt. Nachteilig ist hier die Vcnin- 55 
gerung der aktiven Reagenzkonzentrationen durch das 
zweite Losungsmittel. Das notwendige Volumen an dem 
zweiten Losungsmittel, das fur das freie Schwimmen des 
Harzes benotigt wird, ist iiberdies abhSngig vom Harz und 
auch von der Peptidsequenz, andert sich demzufolge auch 60 
wahrend der Synthese. Folglich ist das freie Schwimmen 
des Harzes schwerUch in alien Fallen zu gewahrleisten. Die 
Effizienz der Durchmischung ist auch hierbei gering und 
sinkt ebenfalls mit zunehmender Harzmenge. 
[0005] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 65 
fahren und eine Vorrichtung zur simultanen, muitiplen Fesl- 
phasen-Synthese bereitzustellen, wonut die oben genannten 
Nachteile vermieden werden. Diese Nachteile tieffen analog 



auch fiir die Festphasensynthesen anderer biooiganischer 
Polymerer zu. 

[0006] Die Aufgabe wird durch die in den Patentansprii- 
chen 1 bis 8 dargelegten MaBnahmen gelost. Die Durchmi- 
schung der Reagenzien mit dem Trager erfolgt erfindungs- 
gemaB durch einen in der Schwebe gehaltenen.Magnetriih- 
rer in den einzelnen ReaktionsgefaBen, was insbesondere 
bei ungenugender mechanischer Stabilitat der Harze von 
entscheidendem Vorteil ist. Damit wird ein eventueller Ab- 
rieb der Harze, der zur Verstopfung von Fritten oder Pipet- 
ten fiihren kann, vermieden. 

[0007] Die Realisierung des erfindungsgem^n Verfah- 
rens erfolgt durch eine Vonichtung gemafi den Anspnichen 
5 bis 7. Hierfur wird in einem kreisformig angeordnetem 
Spulensystem unter jedem ReaktionsgefaB bzw. um jedes 
ReaktionsgefaB herum ein Drehfeld erzeugt. Der die Wick- 
lungen durchflieBende Strom baut ein rotierendes Magnet- 
feld auf, welches an einem in diesem System befindliche 
Magnetruhrer ein Drehmoment erzeugt, wobei sich die 
Drehzahl des Riihrers regeln laBt. Wud das in der Regel zy- 
lindrische ReaktionsgefaB in das Innere des Spulensystems 
gebracht, dann wird der Magnetruhrer in das rotierende Ma- 
gnetfeld hineingezogen, falls er sich unter dem Niveau des 
Magnetfelds befand, und kann sich nun freier in der Suspen- 
sion bewegen. Nach dem Abschalten des Magnetfeldes sin- 
ken Ruhrer und Harz zu Boden und die uberstehenden Ld- 
sungen konnen entweder von oben abpipettiert oder vorteil- 
hafter durch eine Fritte im Boden der Reaktionsge^e hin- 
durch abgesaugt oder auch durch ein Schutzgas, z. B. Stick- 
stoff, durch die Fritte hindurch abgedriickt werden. 
[0008] In der einfachen Variante kann die Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens auch als effiziente und scho- 
nende Wasch- und Filtriereinheit, voizugsweise fiir Biopo- 
lymere, tragergebundene Biopolym^e, Zellsuspensionen 
und andere empfindliche biologische Materialien verwendet 
werden. 

[0009] Durch die Erfindung wird eine effektive Harz-Rea- 
genzien-Durchmischung erreicht und dadurch die Zuverlas- 
sigkeit der individuellen Synthesen und einzehien Synthese- 
schritte erhoht. Dies fuhrt zu einem reineren Rohprodukt bei 
gleichzeitig verringertem Einsatz von Reagenzien. So wird 
beispielsweise bei der Synthese des 18-mer Peptids Mono- 
chloracetyl-GKKRPKPGGOWNTGGFRY-OH. verglichen 
mit einer analogen Synthese ohne Magnetruhrer, eine Aus- 
beutesteigerung von 50% auf 80% (Zielsequenz des Roh- 
produkts) erreicht 

[0010] Die Erfindung soil nachfolgend durch ein Ausfuh- 
rungsbeispiel naher erlautert werden, durch das die Erfin- 
dung aber nicht eingeschrankt wird. 

A usfiihrungsbeispiel 

[0011] Eine Stahlplatte mit den Abmessungen Breite 195 
X Lange 360 x Hohe 35 nun verfugt iiber 5 x 10 = 50 durch- 
gehende Bohrungen. Die Bohrungen weisen einen Durch- 
messer von 18 mm auf und befinden sich im Abstand von 
30 mm zueinander. Die Spulen zur Erzeugung des Drehfel- 
des sind kreisformig um jedes Bohrloch untertialb der Stahl- 
platte angeordnet. 

[0012] Die Haltevorrichtung fiir die ReaktionsgefaBe mit 
einem AuBendurchmesser von 1 6 mm befindel sich ober- 
halb der Stahlplatte. Die ReaktionsgefaBe werden so ange- 
ordnet, daB sich ihr Boden in Hohe der Oberkante der Stahl- 
platte, im Innem der planarcn Einheit oder ca. 5 mm unter- 
halb der planaren Einheit befindet. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Hersteilung von Peptiden, Peptoiden 
und Oligonukleotiden durch vollautomatische, simul- 
tane und multiple Festphasensynthese, dadurch ge- 5 
kennzdchnet, da6 man 

die individuellen TVager-Reagenzicn-Mischungen cxier 
Trager-Wasch-Mischungen in alien ReaktionsgefaBen 
durch einen in der Schwebe gehaltenen Magnetriihrer 
riihrt, 10 
die Verteilung der Reagenzien cxler Waschflussigkeiten 
mittels eines Pipettier-Roboters durchftihrt und 
gegebenenfalls die ReaktionsgefaBe temperiert und/ 
Oder vibrieren laBt. 

2. Verfahren nach Anspriichen 1, dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB man die Reagenzien oder Waschflussig- 
keiten gleichzeitig aus alien ReaktionsgefaBen durch 
eine im Boden befindliche Filterfritte entfemt, vor- 
zugsweise durch Anlegen eines Vakuums oder durch 
ein mit einem Schutzgas erzeugten Uberdruck. 20 

3. Verfahren nach Anspriichen 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die ReaktionsgefaBe auf 0 bis 
120°C, vorzugsweise auf 30 bis 50®C tempeiiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die .^bration der ReaktionsgefaBe 25 
durch Ultraschall veranlaBt. 

5. Vonichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Anspriichen 1 bis 4, gekennzeichnet durch in einer pla- 
naren Einheit zusammengefaBte, zur Erzeugung rotie- 
render Magnetfelder kreisformig angeordnete Spulen- 30 

. systeme, die sich oberhalb oder unterhalb der in einer 
Haltevorrichtung fixierten ReaktionsgefaBe befindet, 
durch senkrechte Bohrungen in der planaren Einheit im 
jeweiligen Mittelpunkt der Spulensysteme und durch 
eine Positioni^ung des Bodens der zylindrischen Re- 35 
aktionsgefafie oberhalb, inne±alb oder unt^halb der 
planaren Einheit. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, gekennzeichnet 
durch in der planaren Einheit angeordnete Temperier- 
vorrichtungen. 40 

7. Vorrichtung nach Anspriichen 5 und 6, gekenn- 
zeichnet durch, angeordnete Heizspulen, Flachenhei- 
zungen, Heizfolien oder Thermostaten. 

8. Verwendung der Vorrichtung nach Anspriichen 5 
und 6 als Wasch- und Filtriereinheit fiir Biopolymeie, 45 
tragergebundene Biopolymere und Zellsuspensionen. 
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